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RESUMEN

El uso de la medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades aun se
encuentra vigente. Dentro de los fines medicinales de las plantas se encuentran:
aliviar dolencias y curar enfermedades, sobre todo las que se presentan con mayor
incidencia como son las enfermedades cronico-degenerativas, entre ellas la
Hipertension arterial (HTA). Los estudios fitoquimicos biodirigidos son de los
métodos mas empleados para la busqueda de moléculas bioactivas con potencial
terapéutico, se fundamenta en monitorear la actividad bioldégica de extractos y
fracciones hasta encontrar a los compuestos responsables de la actividad. Estudios
previos realizaron un fraccionamiento primario del extracto diclorometanico de la
corteza de Bocconia arborea (EDBac), resultando 7 fracciones finales y caracterizando
tres compuestos puros: Dihidrosanguinarina, Bocconarborina A y Angolina. En este
proyecto, se evaluaron las 7 fracciones del fraccionamiento primario en el modelo ex
vivo de aorta aislada de rata precontraidos con NA [1 puM]; se eligié la F4 para
continuar con el estudio fitoquimico biodirigido al ser una de las mas activas y con
mayor rendimiento, a través de un fraccionamiento secundario por columna abierta,
con el objetivo de descubrir moléculas nuevas o conocidas con potencial
antihipertensivo. Se obtuvieron 9 fracciones finales, en las fracciones F4-2 y F4-3 y de
las F4-5 y F4-6 precipitaron de manera espontanea compuestos cristalinos de
diferentes tonalidades, los cuales fueron purificados a través de dos métodos:
precipitacion selectiva y decantacion. Los precipitados puros seleccionados se
elucidaron utilizando técnicas espectroscopicas como Resonancia Magnética Nuclear
de "M y '3C, caracterizandose dos compuestos de tipo Benzofenantridinas:
Oxisanguinarina y Oxiqueleritrina, respectivamente. Se determind el efecto
vasorrelajante de todos los compuestos puros aislados del EDBac
(Dihidrosanguinarina, Bocconarborina A, Angolina, Oxisanguinarina y Oxiqueleritrina)
empleando nuevamente el modelo ex vivo y se construyeron curvas de concentracion-
respuesta. El compuesto puro que presenté mayor actividad fue Angolina, con mas del
60% de efecto relajante en presencia de endotelio, en comparacion con los demas
compuestos que presentaron valores por debajo del 20%. Por lo tanto, el efecto
vasorelajante esta relacionado con la estructura quimica de las Benzofenantridinas, ya
que este tipo de compuestos comparten la estructura general que es la unién de
cuatro anillos arométicos (A, B, C, D) y el 4&tomo de nitrégeno en la posicién 5. Sin
embargo, se pueden tener diversas combinaciones de sustituyentes en las posiciones
2,3,7,8,9, 10 y 12. Las Benzofenantridinas que contienen grupos metoxilos en los
anillos C y D, como la Angolina, conservan el efecto vasorrelajante (como el que
muestra el extracto).
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INTRODUCCION

El uso de la medicina tradicional, también denominada medicina alternativa o
complementaria, sigue siendo una practica vigente. Se estima que el 80% de la
poblacion mundial depende de remedios tradicionales a base de hierbas y plantas
y que aproximadamente 35,000 especies vegetales presentan potencial para uso
medicinal (Annan y Houghton, 2008).

La gran diversidad vegetal y riqueza cultural de México han favorecido los usos
medicinales de las plantas desde la época prehispanica. Entre los fines
medicinales de las plantas se encuentran aliviar dolencias y curar enfermedades,
especialmente aquellas que se presentan en mayor proporcion como las
enfermedades crénico degenerativas, entre ellas la hipertension arterial (HTA);
trastorno en el que aumenta la presién con la que el corazén bombea sangre hacia
las arterias para que circule por todo el cuerpo (IMSS, 2015), es decir, los vasos
sanguineos tienen una tension persistentemente alta, lo que puede danarlos. Los
valores de la tensién arterial normal en adultos son de 120 mmHg (tensién
sistélica) y de 80 mm Hg (tensién diastélica). Cuando la tension sistélica es igual
o superior a 140 mm Hg y/o la tension diastolica es igual o superior a 90 mm Hg,
la tension arterial se considera alta (OMS, 2015).

Los estudios fitoquimicos biodirigidos son uno de los métodos mas empleados
para la busqueda de moléculas bioactivas con potencial terapéutico, y se
fundamenta en monitorear la actividad bioldgica de extractos y fracciones hasta
encontrar a los compuestos responsables de la actividad (Carranza, 2015). En
este contexto, en el presente proyecto, se decidio estudiar el extracto
diclorometanico obtenido de Bocconia arborea (B. arborea), el cual mostrd
actividad vasorrelajante significativa en un estudio previo (Gaona-Tovar, 2020),
esto con el objetivo de descubrir moléculas nuevas o conocidas con potencial
antihipertensivo.
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ANTECEDENTES

1. MEDICINA TRADICIONAL (USO DE PLANTAS MEDICINALES)

Desde la antigliedad, el hombre ha utilizado los recursos naturales para satisfacer
sus necesidades esenciales, y una de ellas es la recuperacion y el mantenimiento
de la salud; por lo que la medicina tradicional ha estado presente en todas las
culturas del mundo por miles de afios. Definida por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la medicina tradicional es la suma total de conocimientos,
habilidades y practicas basados en las teorias, creencias y experiencias indigenas
de distintas culturas, ya sean explicables o no, utilizados para mantener la salud,
asi como para prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y/o
mentales (OMS, 2020). El uso de plantas medicinales ha logrado el objetivo de
curar enfermedades y dolencias de nuestros antepasados de manera instintiva y
posteriormente con conocimientos, tanto en plantas como en la anatomia del ser
humano. De acuerdo a la OMS, una planta medicinal es aquella que contiene en
una 0 mas partes sustancias que pueden usarse con fines terapéuticos o
preventivos 0 como precursores para la semisintesis de productos quimico-
farmacéuticos (Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2016).

Definir el origen exacto de la medicina tradicional y el uso de las plantas
medicinales puede resultar complicado. Sin embargo, en la literatura destacan
algunas culturas y documentos que marcaron un momento tan importante y que
ahora podemos considerar como precedentes; una de esas culturas es la egipcia,
donde encontramos el papiro de Ebbers (1500 a.C.), que hace mencién a las
plantas medicinales y el papiro de Kahun (1900 a.C.), que describe los remedios
relacionados con las enfermedades femeninas y de asistencia al parto
(Ledermann, 2016). Otra cultura de gran relevancia, es la cultura china y su libro
amarillo de medicina interna del Emperador, en donde queda reflejada la
aplicacion de las plantas medicinales y que data aproximadamente de unos 3000
anos de antigiiedad y, que, al dia de hoy, sigue siendo de consulta en la medicina
tradicional china. Otro referente importante es el Ayuveda, que consiste en un
sistema médico holistico basado en la utilizacion de plantas y que proviene de la
cultura india. Enla cultura griega, destacan dos figuras importantes de este
periodo: Dioscérides, el médico responsable de publicar el primer libro completo
sobre plantas medicinales, que recogia los efectos y tipos de plantas utilizadas
con estos fines. En este trabajo, se verificd que algunas de las recetas propuestas
ya se encontraban en el papiro de Ebbers, con las mismas indicaciones. Y el
segundo personaje es Hipocrates, considerado el padre de la medicina, quien
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basaba su tratamiento en el hecho de que todos los alimentos tienen propiedades
y reaccionan con el organismo (Carranza, 2015).

En la Edad Media, en el siglo IV, el herbario Apluleius, que contenia datos de Plinio
y de Dioscérides, fue escrito para convertirse en el herbario mas utilizado en
Europa Central, con recetas de mas de cien plantas medicinales. Durante el
Renacimiento y con la llegada de la imprenta, se desarrollaron textos relacionados
con las plantas medicinales (Espores, la veu del Botanic, 2014). En este tiempo
también existié un gran incremento en el estudio y tratamiento con plantas
medicinales, “la época dorada de los herbarios”. Otro representante de esta época
fue Paracelso, el reconocido médico-alquimista suizo, que propugné una forma
herbal simple basada en sus observaciones y experimentos en el campo de la
medicina popular. Posteriormente, se desarrollé la botanica experimentaly el
estudio de la fisiologia vegetal. Desde entonces, la botanica avanzé enormemente
y permitié el mayor uso de vegetales con accion terapéutica. Fue entonces, en el
siglo XX, que surgié la Fitoterapia, denominacion introducida por Leclere,
designandola como la rama de la medicina que utiliza a las plantas como
medicamentos (Carranza, 2015).

En la actualidad, la medicina tradicional o el uso de las plantas medicinales se han
llegado a considerar parte integrante de la medicina convencional. Esto porque en
muchas culturas y regiones del mundo, las personas siguen optando por la
utilizacion de los recursos naturales para tratar y curar las enfermedades, ya que
es un conocimiento que se sigue transmitiendo de generacion en generacion y en
ocasiones, porque es el unico recurso con el que cuentan por su ubicacién
geografica. Debido a la relevancia del tema, muchas instituciones educativas han
optado por incluir en sus planes de estudio materias relacionadas con el uso de
las plantas medicinales, especialmente las regionales; ademas de mirar esta
practica como una oportunidad para la busqueda y obtencién de farmacos.

2. MEDICINA TRADICIONAL EN MEXICO

Antes de la llegada de los conquistadores a lo que hoy conocemos como nuestro
pais, existia una enorme abundancia en medicina tradicional que era practicada
por muchos grupos indigenas (Cosme, 2008). Los indigenas poseian un amplio
conocimiento acerca de las plantas medicinales, asi como de la anatomia del
cuerpo humano, lo que les permiti6 curar con certeza muchas de las
enfermedades que se presentaban.

La medicina prehispanica, como la medicina primitiva europea, estuvo
estrechamente asociada con la religion y la magia. Las enfermedades eran
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causadas por un equilibrio en el cuerpo, que procede de la dualidad de los
elementos vitales; Segun conceptos especificos de la estructura del mundo y el
origen de la vida, la enfermedad se concebia como resultado de las acciones de
los seres que vivian en el “cielo” y en el "inframundo”, quienes, a través de los
elementos terrestres como el viento, el agua, el sol, entre otros, provocaban un
desequilibrio en el cuerpo del hombre. En esta vision, la medicina tiene como
objetivo ayudar al enfermo a restablecer el equilibrio perdido y las plantas
medicinales eran los agentes mas utilizados para lograr el efecto deseado
(Zepeda, 2008).

Cuando los espafoles llegaron a conquistar el territorio mexicano, quedaron
admirados de los conocimientos y habilidades que tenian los indigenas sobre la
curacién de las enfermedades basadas en la casualidad natural y divina. Sin
embargo, los colonizadores veian este tipo de concepcién como un obstaculo para
la evangelizacion, siendo las concepciones magicas y relacionadas con dioses la
preocupacion principal para los frailes evangelizadores. Por lo que, la sociedad
mexicana experimentd una gigantesca transformacién cultural y como resultado
cambios politicos, sociales, econémicos y religiosos que llevaron a una pérdida
repentina del conocimientos y de los responsables del mismo. Al mismo tiempo,
debido al interés por el conocimiento de los nativos, los europeos comenzaron a
adquirir conocimientos importantes de la antigua cultura indigena, especialmente
de las plantas medicinales, ya que en ese tiempo, en Europa, la medicina estaba
basada también en plantas medicinales (Cosme, 2008).

La medicina espafiola introdujo nuevas formas de curacion y la incorporacién de
otras plantas medicinales como manzanilla, romero y sabila, entre muchas mas,
que hasta nuestros dias siguen siendo utilizadas. A partir de este mestizaje, se
establecié una relacién entre la medicina indigena y la occidental, que solo
reconocia el uso empirico de los recursos naturales utilizados para la curacion,
mientras que la concepcion de rituales indigenas en torno a ellas se intentd
erradicar (Jiménez, 2017).

A mediados del siglo XVl y, con la ayuda de indigenas, se establecieron las obras
creadas en literatura médica novohispana en México, entre éstas: Manuscrito De
la Cruz-Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis), escrito por Martin de la
Cruz en el afio 1522 y traducido al latin por Juan Badiano; Cddice Florentino
conocido como Historia General de las Cosas de la Nueva Espafia, escrito por Fray
Bernardino de Sahagun en el afio 1793 y la Historia Natural de la Nueva Espafia de
Francisco Hernandez, publicado por la Universidad Autonoma Nacional de México
(UNAM) en el afo 1959. Las tres obras describen los conocimientos sobre la
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medicina indigena, asi como la cultura prehispanica, la historia y las condiciones
politicas de los nuevos territorios. Juntas, proporcionan una vision cultural
espafola sobre la atencion médica indigena de algunas regiones de México. Con
la contribucion de la flora europea y general del oriente, la medicina tradicional
mexicana se enriquecio y adapto a lo existente. Con el tiempo, se empez6 a
minimizar el conflicto cultural entre la religion prehispanica y el catolicismo, de tal
manera que la poblacién indigena combind algunos de sus rituales con la liturgia
cristiana e incorporé nuevas plantas a su herbolaria tradicional, convirtiéndolas en
costumbres muy arraigadas de la poblacion del nuevo mundo siglos después
(Zepeda and White., 2007).

En México se han realizado numerosos intentos para recopilar informacién sobre
las plantas medicinales. En 1990, |la Biblioteca de Medicina Tradicional Mexicana
se fusiond con el Instituto Nacional Indigenista, ahora conocido como la Comision
Nacional para el Desarrollo de los Pueblos Indigenas, dando como resultado la
creacion de la Biblioteca Digital de Medicina Tradicional Mexicana, que reune
alrededor de 2,000 especies de plantas de 183 familias (28% arboles, 28%
arbustos y 44% hierbas). Para la inclusién de especies en EncicloVida, se
actualizaron y validaron los nombres cientificos y se excluyeron las especies no
encontradas. Ademas, se excluyeron especies parcialmente identificadas o no
identificadas, quedando un total de 736. Sin embargo, se han ido incluyendo
especies documentadas por otras fuentes (CONABIO, 2020).

3. HIPERTENSION ARTERIAL

Vivimos en un entorno que cambia con rapidez, la salud humana se ve afectada
por los mismos factores en todo el mundo: envejecimiento de la poblacién,
urbanizacion acelerada y propagacion y generalizacidon de estilos de vida poco
saludables. Los paises ricos y pobres se enfrentan cada vez mas a los mismos
problemas de salud. Algunos ejemplos notables son las enfermedades no
transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares (causan alrededor de 17
millones de muertes cada afo en todo el mundo), el céncer, la diabetes o las
enfermedades pulmonares cronicas que han superado a las enfermedades
infecciosas como principales causas de mortalidad en el mundo (OMS, 2013). Sin
embargo, en la actualidad el efecto mundial por la pandemia provocada por el
SARS-COV-2 hace que las enfermedades infecciosas hayan resurgido de manera
importante, y la gravedad en sus sintomas, curiosamente, esta ligada a
enfermedades crénico-degenerativas como la obesidad, diabetes, cancer e
hipertensién, entre otros. La tension arterial elevada (HTA) es uno de los
principales factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares. Se estima
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que 1,130 millones de personas en todo el mundo padecen hipertension y sus
complicaciones causan 9.4 millones de muertes cada ano, lo que la convierte en
una de las importantes causas de muerte prematura y prevenible en el mundo
(OMS, 2021).

En la region de las Américas, cada afio ocurren 1.6 millones de muertes por
enfermedades cardiovasculares, de las cuales alrededor de medio millén son
personas menores de 70 afios. La hipertension afecta entre el 20 y el 40% de la
poblacion adulta de la region y significa que cerca de 250 millones de personas
padecen de HTA (OPS, 2019).

En el afio 2018, La SSA, el INSP y el INEGI, llevaron a cabo la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT), con el objeto de conocer el estado de salud de la
poblacion en México ante distintas enfermedades y factores para desarrollarlas,
entre ellas la HTA en poblacién de 20 afios y mas, comprendiendo este sector 82.7
millones de personas (65.4% de la poblacién total del pais). Los resultados se
observan en la Figura 1:
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Figura 1. Porcentaje de la poblacion de 20 afios y mas con diagndstico médico previo de
hipertensién, por sexo. Comparativa de 2012 y 2018. Tomado de (ENSANUT, 2018).
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El incremento de la prevalencia de HTA se atribuye al aumento de la poblacion, a
su envejecimiento y a factores de riesgo conductuales como: una mala
alimentacion, ingesta nociva del alcohol, estilo de vida sedentario, sobrepeso o
exposicion prolongada al estrés. Las consecuencias adversas para la salud son
complejas, ya que muchos pacientes también tienen otros factores de riesgo
(consumo de tabaco, obesidad, hipercolesterolemia y diabetes mellitus) que
aumentan la probabilidad de desarrollar infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular e insuficiencia renal. Si no se toman las medidas apropiadas, se
prevé que las muertes por enfermedades cardiovasculares sigan a la alza (se
muestra en la Figura 2) (OMS, 2013).
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A, Cancer Afecciones maternas ® Paludismo

® Diabetes i Enfermedadesrespiratoriascronicas % VIH /sida

24%

22%

20%

18%

16%

14%

12%

10%
8%
6% /
4% —

2%
0% & 5 —2

Causade muerte (%)

2008 2015 2030

Figura 2. Prevision de la evolucién de la mortalidad por las principales enfermedades no
transmisibles y las enfermedades transmisibles entre 2008 y 2030. Tomado de (The
Global Burden of Disease: 2004 update, Ginebra, Organizacion Mundial de la Salud,
2008).

Los vasos sanguineos transportan sangre desde el corazén a todo el organismo.
Cada vez que el corazon late, bombea sangre a través de los vasos. La tensién
arterial es el producto de la fuerza que la sangre ejerce sobre las paredes de los
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vasos sanguineos (arterias) a medida que es bombeada por el corazén. La HTA es
la condicion en la que la presién en los vasos sanguineos es continuamente alta.
La tension arterial se mide en milimetros de mercurio (mmHg) y se registra como
dos numeros separados por una barra. El primero corresponde a la tensién arterial
sistdlica, que se produce cuando el corazén se contrae. El segundo corresponde a
la tension arterial diastodlica, que se produce cuando el musculo cardiaco se relaja
entre un latido y otro (OMS, 2019). Cuando la tensién es muy elevada, se le
atribuye el término médico hipertension arterial (HTA). La HTA es una enfermedad
invisible y potencialmente mortal, conocida como la muerte silenciosa (Texas
Heart Institute, 2020) porque la mayoria de las personas que la padecen no
presentan ningun sintoma. Sin embargo, algunos sintomas asociados son: dolor
de cabeza, dificultad para respirar, vértigos, dolor toracico, palpitaciones del
corazén y hemorragias nasales. A menudo, no aparecen hasta que dicha
enfermedad ha progresado a una etapa grave o fatal.

Existen dos tipos de hipertension arterial, la esencial o primaria (mds del 90% de
los casos no tienen una causa Unica ni conocida) y la secundaria (puede
identificarse una causa, a veces tratable) (GeoSalud, 2018).

3.1. FACTORES DE RIESGO PARA LA HIPERTENSION ARTERIAL

Se clasifican en dos: modificables y los no modificables. Los factores de riesgo
modificables, entre los que figuran una alimentaciéon inadecuada (consumo
excesivo de sal, dietas ricas en grasas saturadas e ingesta insuficiente de frutas y
verduras), la inactividad fisica y el sedentarismo, el sobrepeso y la obesidad, el
consumo de tabaco y alcohol y el estrés. Por otro lado, los factores de riesgo no
modificables, entre los que figuran los antecedentes familiares, la edad (mds de 65
afos) y la concurrencia de otras enfermedades como diabetes o nefropatias
(OMS, 2019). Todos los factores de riesgo provocan engrosamiento y rigidez
precoz en las arterias, lo que restringe el flujo sanguineo hacia los érganos y los
tejidos (Mayo Clinic, 2020).

3.2. COMPLICACIONES DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

Cuanto mas alta es la tension arterial, mayor es el riesgo de dano al corazény a
los vasos sanguineos de érganos principales, lo que puede provocar discapacidad,
mala calidad de vida e incluso un ataque cardiaco o un accidente cerebrovascular
fatal (Mayo Clinic, 2020).

La HTA incontrolada puede conducir a las siguientes complicaciones:

Ataque al corazon: Debido al endurecimiento y engrosamiento de las arterias
causado por la acumulacion de colesterol, globulos blancos, calcio y otras
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sustancias, conocidas como placa; es mas probable que se formen coagulos de
sangre. Cuando las arterias se obstruyen por una placa o coagulo, el flujo
sanguineo a través del musculo cardiaco se interrumpe, privandolo de oxigeno y
nutrientes. El dafio o muerte de una parte del musculo cardiaco se denomina
como ataque al corazon o infarto de miocardio (American Heart Association,
2020).

Accidente cerebrovascular: Sucede cuando la arteriosclerosis afecta a los vasos
sanguineos del cerebro, bloqueando el flujo de sangre a alguna parte de este
organo por estrechamiento, por la presencia de coagulos o ruptura de vasos
sanguineos (MedlinePlus, 2020). Si el flujo sanguineo se detiene por mas de
pocos segundos, el cerebro no puede recibir nutrientes y oxigeno, por lo tanto, las
células pueden morir, causando dafo permanente.

Aneurisma: El aumento de la presion arterial puede hacer que los vasos
sanguineos se debiliten y se abomben, formando una especie de balén en una
parte de las arterias, los cuales se llenan de sangre. La ruptura de un aneurisma
puede provocar un derrame de sangre en el tejido circulante y puede ser mortal
(National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2016).

Insuficiencia cardiaca: Para poder bombear sangre, el musculo cardiaco del
corazén se engrosa. Eventualmente, este musculo engrosado puede tener
dificultad para bombear suficiente sangre rica en oxigeno al resto del cuerpo de
manera eficiente (MedlinePlus, 2020).

Vasos sanguineos debilitados y estrechados en los rifiones (insuficiencia renal): El
corazon bombea una quinta parte de la sangre a los rifnones para que éstos filtren
los productos de desecho, lo que contribuye a mantener los valores quimicos
adecuados, controlando el balance de acidos, sales, y agua. Los rifiones son
particularmente sensibles a los cambios en el flujo sanguineo debido a la HTA y
sus complicaciones. Si los vasos sanguineos de los rifiones estan dafiados, es
posible que dejen de eliminar desechos y el exceso de liquido del cuerpo, por lo
que el exceso de liquido en los vasos sanguineos puede aumentar aun mas la
presiéon arterial (The National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, 2014).

Dafio en los ojos: La presion arterial alta puede dafar los diminutos y delicados
vasos sanguineos que suministran sangre a los ojos, provocando:
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e Dafio a la retina (retinopatia): El dafio que sufre la retina, es decir (tejido
sensible a la luz en la parte posterior del 0jo), puede ocasionar sangrados o
hemorragias en los 0jos, vision borrosa o pérdida total de la vision.

e Acumulaciéon de liquido debajo de la retina (coroidopatia): Esto puede
provocar vision distorsionada o en ocasiones, procesos de cicatrizacion
que afectan la vision.

e Dafio al nervio (neuropatia éptica): La obstruccion del flujo sanguineo puede
danar el nervio d6ptico, causando sangrado dentro del ojo o pérdida de la
visién (Mayo Clinic, 2020).

Sindrome metabdlico: Es un grupo de trastornos o factores de riesgo asociados a
enfermedades cardiacas, diabetes, accidentes cerebrovasculares y otros
problemas de salud. De acuerdo a la OMS, este se manifiesta cuando se presenta
simultaneamente un alto nivel de triglicéridos, un alto nivel de glucosa en sangre,
un alto nivel de colesterol LDL (lipoproteinas de baja densidad), un alto nivel en la
presion arterial y obesidad abdominal (MedlinePlus, 2020).

Demencia: El estrechamiento o bloqueo de las arterias puede restringir el flujo
sanguineo al cerebro, generando cierto tipo de demencia, llamada demencia
vascular (Mayo Clinic, 2020).

3.3. TRATAMIENTO PARA LA HIPERTENSION ARTERIAL

El objetivo principal del tratamiento antihiperntensivo es alargar la vida del
paciente reduciendo el riesgo de complicaciones cardiovasculares. Para lo cual, el
tratamiento debe alcanzar y mantener cifras inferiores a 140/90 mmHg o 130/80
mmHg en pacientes que presentan enfermedades cerebrovasculares,
cardiovasculares, renales, y en diabéticos (Clinic Barcelona, 2021).

El tratamiento se basa en una estrategia combinada que incluye el farmacoldgico y
no farmacoldgico.

e No farmacoldgico: Medidas de gran importancia, en algunos pacientes
pueden ser suficientes para normalizar las cifras de presion y, en todos los
casos, son coadyuvantes el tratamiento farmacolégico e incrementan su
beneficio (De la Sierra, A., 2010):

-Reducir el exceso en el consumo de sal.

-Alimentacion saludable, baja en grasas saturadas e ingesta suficiente de frutas y
verduras.

-Realizar ejercicio/actividad fisica, evitando sedentarismo, sobrepeso y obesidad.
-Evitar el consumo de tabaco, alcohol y situaciones de estrés.
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e Farmacologico: Los farmacos empleados se denominan antihipertensores;
disminuyen la presion arterial mediante mecanismos diferentes, de manera
que se pueden emplear distintas estrategias de tratamiento que seran
indicadas por el médico (Bakris, G., 2019):

Tabla 1. Clasificacion del tratamiento farmacolégico para la hipertension arterial y sus
posibles efectos secundarios. Tomado de (American Heart Association, 2017).

Medicamento Nombres genéricos Posibles efectos secundarios

Clortalidona, clorotiazida,
clorhidrato de amilorida,
furosemida

Debilidad, calambres en piernas,

Diuréticos cansancio

Antagonistas -
adrenergicos

Acebutolol, betaxolol, bisoprolol
fumarato, metoprolol succinato,
clorhidrato de propranolol

Insomnio, latido cardiaco lento,
cansancio o depresion, sintomas
de asma e impotencia

Inhibidores de la
ECA

Captopril, maleato de enalapril,
ramipril, clorhidrato de
benazepril

Erupcién cutanea, pérdida de
sabor, tos seca y persistente
cronica, en raras ocasiones dano
renal. No utilizarse durante
embarazo

Antagonistas de
los receptores
AT, dela
angiotensina Il

Losartan potasico, valsartan,
telmisartan, candesartan e
ibesartan

Mareos ocasionales. No utilizarse
durante embarazo

Blogueadores de
canales de calcio

Nifedipina, clorhidrato de
verapamilo, besilato de
amlodipina, clorhidrato de
dialtiazem, felodipina

Palpitaciones, tobillos hinchados,
estrefiimiento, cefalea, mareos

Agonistas de los
receptores alfa 2

Metildopa

Somnolecia o mareo

Alfay Beta
antagonistas
combinados

Carvedilol, clorhidrato de
labetalol

Descenso de la presion arterial al
levantarse
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Reserpina: congestion nasal,

Inhibidores Guanadrel, monosulfato de diarrea o acidez estomacal
adrenérgicos guanetidina, reserpina Guanadrel/ Guanetidina: descenso
periféricos de la presion arterial, diarrea,

mareo, debilidad

Hidralazina: cefalea, hinchazon

Dilatadores de los Clorhidrato de hidralazina, alrededor de los ojos,
vasos sanguineos minoxidil palpitaciones cardiacas o
(vasodilatadores) molestias y dolores en

articulaciones
Minoxidil: Retencién de liquidos,
incremento excesivo del vello

4. SISTEMA CARDIOVASCULAR

El corazény los vasos sanguineos son los componentes del sistema
cardiovascular, que es un sistema cerrado y es responsable del transporte
dindmico de materia y productos sanguineos a cada célula del cuerpo (Taylor &
Bordoni, 2021). El corazén actia como una bomba que impulsa la sangre hacia
los érganos, tejidos y células del organismo. La sangre suministra O2 y nutrientes a
cada célula, recoge el CO; y los productos de desecho producidas por esas
células. La sangre es transportada desde el corazon al resto del cuerpo a través de
una red compleja de arterias, arteriolas y capilares sanguineos (donde se produce
el intercambio de nutrientes y gases entre la sangre y los tejidos) y regresa al
corazén por medio de las vénulas y venas (Texas Heart Institute, 2019). Las
arterias/arteriolas se caracterizan por ser fuertes, flexibles y elasticas; tienen
paredes musculares relativamente gruesas debié a la alta presion interna que
experimentan, a demas tienen que ajustar su didmetro para mantener la presion
arterial y para controlar el flujo de sangre. Las venas/vénulas poseen paredes
mucho mas delgadas y menos musculosas que las arterias/arteriolas, en gran
parte debido a que la presion en las venas/vénulas es mucho menor (Gupta, J. &
Shea, M., 2019).

4.1. ESTRUCTURA DE LOS VASOS SANGUINEOS (ARTERIAS)

La estructura de los vasos del sistema vascular esta altamente especializada para
adaptarse a sus funciones individuales y relaciones anatémicas. Estos cambios
diferenciales aparecen en tres capas compartidas de la pared del vaso. (Taylor &
Bordoni, 2021).
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Tunica externa o adventicia: Capa mas externa de la pared de los vasos; es
una capa de tejido conectivo donde no aparecen células musculares sino
fibroblastos. Es responsable de la integridad del recipiente y de resistir la
tension fisica de la pared.

Tunica media: Capa intermedia de la pared de los vasos. Generalmente es
mas gruesa en el lado arterial; esta compuesta por células de musculo liso
dispuestas transversalmente que son capaces de cambiar el calibre de la
luz del vaso. También contiene laminillas elasticas y estd envuelta en la
membrana eldstica externa, una capa de fibras eldsticas que separa la
media de la externa.

Tunica intima: Capa mas interna de la pared de los vasos, esta expuesta e
interactua con el contenido de la luz. Se compone principalmente por una
sola capa de células endoteliales escamosas simples. El endotelio se apoya
en una lamina basal, conocida como matriz extracelular. La tunica interna
queda envuelta en la membrana elastica interna, una capa de fibras
elasticas que separa la interna de la media (Atlas de histologia vegetal y
animal, 2020)
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Figura 3. Capas que conforman la estructura de las arterias. Creado con
BioRender.com
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5. MUSCULO LISO VASCULAR

El musculo liso esta compuesto por musculos involuntarios que se encuentran en
las paredes de dérganos y estructuras huecas como el eséfago, el estdmago, los
intestinos y los vasos sanguineos. Estos musculos empujan los materiales
(alimento o sangre) a través de los 6rganos (CK-12, 2020). Su funcién es
mantener el volumen frente a posibles expansiones dafinas mediante su
contraccién ténica y realizar la funcién de la contraccion del propio érgano (Atlas
de histologia vegetal y animal, 2020).

A comparacién de las venas, esta capa de musculo liso es mdas gruesa en las
arterias, ya que deben soportar mayor presién, ademas de ser también un
componente principal para la propulsién de la sangre cuando el corazon se
contrae (Sistema Cardiovascular, 2016).

5.1. CONTRACCION Y RELAJACION DEL MUSCULO LISO VASCULAR

La contraccién es iniciada por agonistas como: noradrenalina (norepinefrina),
angiotensina Il y endotelina; que son capaces de unirse a receptores acoplados a
proteina G; lo que estimula la actividad de la fosfolipasa C (PLC). La PLC, enzima
que cataliza, a partir del lipido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato o
P1(4,5)P2, la formacion de dos potentes segundos mensajeros: Inositol trifosfato
(IP3) y Diacil glicerol (DAG). IP3 se une a los receptores del reticulo sarcoplasmico,
provocando la liberacion de [Ca ?*] al citosol. En el caso de DAG, junto con [Ca %]
activa a la proteina kinasa C (PKC), por consiguiente, el Ca ?* se combina con la
proteina acida calmodulina para llevar integrar un complejo que activa kinasa de
cadena ligera de miosina (MLCK), lo que fosforila a la serina 19 de la cadena ligera
de miosina; la fosforilacion permite su unién a la actina, lo que facilita el
establecimiento de los puentes cruzados entre ambas proteinas, provocando la
contraccion del tejido. Por otro lado, canales de Ca?* de tipo L (operados por
voltaje) localizados en la membrana, también se abren en respuesta a la
despolarizacién de la membrana a causa por estiramiento de las células
musculares lisas vasculares (Fisiologia del musculo liso vascular, 2017).
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Figura 4. Contraccion del musculo liso vascular. Creado con BioRender.com

La relajacidén se puede producir por la eliminacion del estimulo de contraccion o
por la accion directa de alguna sustancia que estimula la inhibicién del mecanismo
contractil. Independientemente de cdmo se dé, el proceso requiere de disminucién
de Ca?* intracelular y aumento de actividad de la cadena ligera de miosina (MLC)
(Guyton, A. & Hall, J., 2016). Varios mecanismos estan implicados en la
eliminacion de Ca?* citosdlico e incluyen al reticulo sarcopldasmico y a la
membrana plasmatica. La captacion de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico depende
de la hidrdlisis de ATP. La Ca,Mg-ATPasa, tras la fosforilacion, se une a dos iones
de Ca?*, que se trasladan a la cara luminal del reticulo sarcopldsmico y son
liberados. El magnesio se une al sitio catalitico de la ATPasa. La membrana
plasmatica también contiene Ca,MgATPasas, que proporcionan un mecanismo
adicional para reducir la concentracién de Ca?* activo en la célula. Esta enzima se
diferencia de la proteina sarcoplasmica reticular en que contiene un dominio de
autoinhibicion que puede estar vinculada con la calmodulina, provocando la
estimulacion de la bomba de Ca?* de la membrana plasmatica. Los
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intercambiadores Na* / Ca?* se encuentran en la membrana plasmatica y
contribuyen a la disminucion de Ca?* intracelular. Los canales de Ca?* ubicados en
la membrana plasmatica, operados por receptores o por voltaje, son importantes
en el influjo de Ca?* y la contractilidad del musculo liso vascular. Su inhibicién
puede conducir a la relajacion. Antagonistas de estos canales se unen a varios
receptores sobre la proteina del canal e inhiben la entrada de Ca?* en el musculo
liso (Fisiologia del musculo liso vascular, 2017).
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6. BOCCONIA ARBOREA (DATOS TAXONOMICOS)

Reino: Plantae

Phylum o division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Ranunculales

Familia: Papaveraceae

Género: Bocconia ) .
Figura 5. Bocconiar. arborea.

Especie: B. arborea Fotografia tomada por el Dr.
Samuel Enoch Estrada Soto en

Nombre cientifico: Bocconia arborea S. Watson el poblado de Santa Maria
Ahuacatitlan, Cuernavaca,

(Herbario Nacional de México, UNAM, 2015) Morelos, enero 2021.

6.1. DESCRIPCION DE LA PLANTA

Es un arbol color verde que alcanza un tamafio de 3 a 8 metros de altura; con
tronco solitario o ramificado, corteza muy fisurada, formando placas. Sus ramillas
son tormentosas, con las hojas agrupadas hacia el extremo. Sus hojas son
elipticas de 15 por 25 centimetros y de 6 a 9 centimetros, de color verde claro y el
envés grisaceo. Pose peciolos (rabillo que une la ldmina de una hoja al tallo) de 1 a
5 centimetros. La disposicion de las flores se encuentra en paniculas de 20 a 30
centimetros de longitud con numerosas flores sobre pedicelos (extension del tallo
que sostiene las flores de la planta) de 5 a 10 milimetros de largo. Sus androceos
(6rganos masculinos de la flor) cuentan con alrededor de 12 estambres y antenas
lineares de 6 milimetros de largo aproximadamente. El fruto presenta forma de
capsula elipsoide, de color amarillento-verdoso, estrechandose hacia ambos
extremos de entre 6 y 7 milimetros de largo; conteniendo semillas oscuras,
brillantes, ligeramente reticuladas, con un arilo rojizo y de unos 6 milimetros de
largo (Garcia, K., 2012).

6.2. HISTORIA Y NOMBRES COMUNES

B. arborea S. Watson fue descrita por Sereno Watson, botanico estadounidense y
publicado en Proceedings of the American Academy of Arts and Sciences en el afio
1890.


http://en.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
https://es.wikipedia.org/wiki/Proceedings_of_the_American_Academy_of_Arts_and_Sciences
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Cuenta con variados nombres comunes, que se clasifican de acuerdo a la regién
(Tabla 2):

Tabla 2. Clasificacion de los nombres comunes de B. arborea de acuerdo a la region.
Tomado y modificado de (Galeria Herbolaria de México y el mundo. Dr. Mario Rojas Alba,

2014).

Nombre comun Lengua Region
Arbol de Judas Castellano Durango, México
Arnica-dan Zapoteco Oaxaca, México
Capul Nahuatlismo Jaltenango, Chiapas,
México
Chicalote de Nahuatlismo-castellano Nayarit y Jalisco, México
arbol
Cococxihuitl Nahuatlismo Jalisco, México
Cocoxihuitl Nahuatl CDMX, México
Cocoxihutl Nahuatl Morelos, México
Cuachile Nahuatlismo Morelos, México
Cuahchili Nahuatl CDMX, México
Eguambo Purhépecha Michoacan, México
Enguamba Purhépecha Michoacan, México
Enguambe Purhépecha Michoacan, México
Enguanche Purhépecha CDMX, México
Enguande Purhépecha Michoacan, México
Engliemba Purhépecha Michoacan, México
Hediondilla Castellano Morelos, México
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Inguan Purhépecha Michoacan, México
Inguancdén Purhépecha Michoacan, México
Inguande Purhépecha Michoacan, México
Inhuambo Purhépecha Michoacan, México
Jauque Sinaloa, México

Jediondilla Castellano Morelos, México
Llora sangre Castellano Guerrero, Michoacan y

Morelos, México

Mano de ledn Castellano Oaxaca, México

Morete cuahchili

Castellano-nahuatlismo

CDMX, México

Palo amarillo

Castellano

Michoacan, México

Palo de Judas

Castellano

Durango, México

Palo de matate

Castellano-nahuatlismo

Guatemala

Palo del diablo Castellano Durango, Guerrero,
Michoacan y Sinaloa,
México
Palo llora sangre Castellano Morelos, México
Tlacoxihuatl Nahuatl México
Tlacoxihuitl Nahuatl CDMX, México

6.3. ORIGEN Y DISTRIBUCION

Desde México (de Sinaloa a Chiapas) hasta Sudamérica (Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Nicaragua, Honduras, y Panama). Habita en clima templado entre 1800
y 2000 metros, asociada a cultivos de riego y de temporada (EncicloVida, 2013).

6.4. USOS EN LA MEDICINA TRADICIONAL
En el siglo XVI, Martin de la Cruz la designa con utilidad para la gastritis. El Codice
Florentino la menciona para tratar las paperas e inflamaciones y dolor de la


http://en.wikipedia.org/wiki/Msnm
http://en.wikipedia.org/wiki/Mart%C3%ADn_de_la_Cruz
http://en.wikipedia.org/wiki/Gastritis
http://en.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3dice_Florentino
http://en.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3dice_Florentino
http://en.wikipedia.org/wiki/Paperas
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garganta, ademas, de su uso contra la fiebre, para purificar la garganta y el pecho.
En el mismo siglo, Francisco Hernandez informa que el jugo untado cura la sarna.
A finales del siglo XIX, fue citada por la Sociedad Mexicana de Historia
Natural (SMHN) como anestésico, anestésico local, antitérmico tetanizante, toxico
y analgésico. Durante el siglo XX, el Instituto Médico Nacional (IMN) la clasifica
como anestésico local. Posteriormente, Maximino Martinez (Fundador vy
presidente de la Sociedad Botanica de México en 1941),la determina con los
siguientes usos: abscesos, anestésico, antiparasitario, antitumoral, atrofia
mesentérica, catartico, detersivo, heridas, hidropesia, ictericia, llagas, ulceras de
mal caracter (gastro-duodenales), verrugas, vulnerario y analgésico (Martinez, M.
Las Plantas medicinales de México pp: 197-204). Finalmente, la Sociedad
Farmacéutica de México la refiere como: anestésico local (EncicloVida, 2013).

Nativos mexicanos refieren que B. arborea se emplea para el tratamiento de
diversas enfermedades infecciosas, ademas de agente purgante, vermifugo,
antitumoral y antiinflamatorio para curar heridas y disolver verrugas, o como
agente carminativo para aprovechar sus actividades catarticas y analgésicas
(Xuelong Yu et al., 2014).

Debido a la distribucidon de la planta en varios estados de México, existen en la
literatura reportes de varios usos medicinales de acuerdo a la regién. Por ejemplo,
en Michoacan se tiene el conocimiento de que la corteza de B. arborea junto con
algunas hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) se toman como agua de
uso para tratar la diabetes. De acuerdo con los informantes de la Cuenca del Rio
Balsas, se emplea para desterrar granos y jiotes y para sanar golpes y heridas,
aplicando tépicamente el jugo rojizo que se extrae por incision en el tronco del
inguan; ademas, se aprovecha también para el reumatismo, aplicandolo sobre la
zona adolorida (Soto y Sousa, 1987).

En el Estado de Morelos, el latex se usa para tratar topicamente diversos
padecimientos de la piel, como las verrugas y los jiotes; para eso, se extrae por
incision de la corteza, o del corte del tallo, de una ramita, o del peciolo de una hoja,
la savia y se aplica directamente sobre el tejido; en ocasiones se requiere
machacar algunas hojas y aplicarla como un pequefio emplasto que se fija con un
trapo sobre la parte afectada. (Galeria Herbolaria de México y el mundo. Dr. Mario
Rojas Alba 2014).

6.5. COMPOSICION FITOQUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA
Estudios fitoquimicos y farmacoldgicos anteriores han revelado la presencia de
alcaloides de tipo Benzofenantridinas en el tronco, raices, hojas y semillas; siendo


http://en.wikipedia.org/wiki/Francisco_Hern%C3%A1ndez_de_Toledo
http://en.wikipedia.org/wiki/Sarna
http://en.wikipedia.org/wiki/Sociedad_Mexicana_de_Historia_Natural
http://en.wikipedia.org/wiki/Sociedad_Mexicana_de_Historia_Natural
http://en.wikipedia.org/wiki/Maximino_Mart%C3%ADnez
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estas moléculas las responsables de la actividad bioldgica, entre ellas:
antimicrobiana, antioxidante y citotéxica (Manske et al., 1942).

El género Bocconia incluye 9 especies distribuidas, donde predomina solo
Bocconia frutescens y Bocconia arborea; se han descrito un total de 75 alcaloides
de especies de Bocconiaeae (Yu et al., 2014). Las investigaciones quimicas y
farmacoldgicas han demostrado que los alcaloides que producen las especies
pertenecientes a la familia de las Papaveraceas, son los compuestos responsables
de las principales actividades medicinales atribuidas a estas plantas. Los
principales alcaloides aislados en especies de Bocconia son de tres tipos
estructuralmente muy relacionados: Benzofenantridinicos (1), Protoberberidinicos
() y tipo Protopinas (lll), entre los cuales destacan los que son catidnicos:
Queleritrina y Sanguinarina (Tipo Benzofenantridinicos) y berberidina (Tipo
protoberberidinico), este Uultimo al cual se le ha demostrado mediante
evaluaciones in vivo e in vitro, sensible actividad antimicrobiana, antiviral,
antifungica, antihelmintica y amebicida (Bolafos et al., 2018).

Los alcaloides de tipo Benzofenantridinas son derivados de isoquinolina, se
caracterizan por presentar colores brillantes y fluorescentes. La estructura general
de estos tiene como base la unién de cuatro anillos arométicos (A, B, C, D) y el
atomo de nitrogeno en la posicion 5. El doble enlace entre los atomos N5y C6 es
generalmente llamado grupo iminio. Se pueden tener diversas combinaciones de
sustituyentes en las posiciones 2, 3,7, 8,9, 10 y 12 con grupos metoxi, metilendioxi
e hidroxi (Arellano, L., 2019).

Figura 6. Estructura base de alcaloides de tipo Benzofenantridina. Creado con Fisher
Scientific.

Los extractos crudos, aceites esenciales y otros compuestos individuales de las
plantas de la especie Bocconieae presentan actividades antimicrobiana,
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insecticidas, antitusigenas, antitumorales y antifungicas; asi como propiedades
antiinflamatorias y efectos sobre el sistema cardiovascular (Yu et al., 2014).

Julian y Delgado., 2001, lograron caracterizar 6-acetonildihidrosanguinarina, 6-
acetonildihidroqueleritrina, 6-metoxidihidroqueleritrina, sanguidimerina,
quelidimerina y dos nuevos constituyentes bocconarborina A y bocconarborina B a
partir de las partes aéreas de B. arborea. De acuerdo a Pérez et al., 2003, quienes
también caracterizaron compuestos procedentes de la corteza de B. arborea, y
basandose en las estructuras obtenidas por los espectros de masa, identificaron 3
compuestos: 6-acetonildihidroqueleritrina, queleritrina y dihidroqueleritrina,
concluyendo que actuan como antioxidantes, antirradicales y prooxidantes.

Rodriguez, 2006, logr6 aislar a partir de las semillas de B. arborea los siguientes
compuestos: dihidroqueleritrina (0.0092%), 6 metoxidihidroquelirubina (0.019%),
6,12-dimetoxidihidroqueleritrina (0.0502%), 6-metoxidihidroqueleritrina (0.0092%),
6-metoxidihidrosanguinarina (0.0067%) y arnotianamida (0.0041%). Del tronco
aislé dihidroqueleritrina (0.0023%) y 6-acetonildihidroqueleritrina (0.0003%). Y de
las hojas obtuvo dihidroqueleritrina (0.0028%) y 6-acetonildihidroqueleritrina
(0.0008%). Ademas, mediante la comparacion directa de los alcaloides aislados y
cromatografia en capa fina de subfracciones del tronco y las hojas, no se encontro
diferencia significativa entre el contenido quimico del tronco y las hojas, siendo en
las hojas en donde se pueden encontrar los metabolitos en mayor cantidad.

6.6. EFECTO RELAJANTE DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS DE CORTEZA Y
HOJAS

Trabajos recientes, como el de Gaona-Tovar., 2018, determiné el efecto relajante
de los extractos organicos obtenidos a partir de corteza y hojas de B. arborea en
musculatura lisa de anillos de traquea aislada de rata; en el que los extractos con
mayor actividad farmacoldgica fueron los diclorometanicos de corteza (104.89 +
3.37%, CEsp 207.9 + 7.9 ug/mL), hojas (103.19 + 1.21%, CEso 210.4 + 3.5 pg/mL) y
los metandlicos de corteza (98.52 + 2.65%, CEso 117.9 + 2.9 ug/mL) y hojas (80.85
+ 2.22%, CEsp 428.5 + 3.9 pg/mL). Complementario a este trabajo y del mismo
autor, Gaona-Tovar, 2020, observé que el extracto metanolico de corteza derivado
de B. arborea presentd efecto relajante de la musculatura lisa vascular
independiente de la presencia de endotelio. Ejerciendo su efecto relajante a través
de diferentes mecanismos en el que se incluye un efecto antagonista no
competitivo sobre los receptores adrenérgicos y un bloqueo de los canales de
calcio. Ademas de que el estudio fitoquimico del extracto metandlico de corteza,
permitié la obtencion de 11 fracciones cromatograficas; derivado de la fraccion 5,
aislo el alcaloide angolina, que present6 efecto relajante de la musculatura lisa,
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siendo mas activo y potente en la aorta presentando un efecto independiente de la
presencia de endotelio. Y finalmente aislé y caracterizé el alcaloide
dihidrosanguinarina.

7. ESTUDIO FITOQUIMICO BIODIRIGIDO

Para poder determinar la composicidon quimica de las plantas medicinales y
conocer sus constituyentes biolégicamente activos, existen diversos estudios,
incluidos los estudios fitoquimicos, los cuales permiten realizar una
discriminacion de las plantas a estudiar tomando en cuenta su composicion
quimica, con el objetivo de seleccionar unicamente las mas interesantes para
estudios posteriores. Teniendo como finalidad, determinar la presencia o ausencia
de metabolitos secundarios, dado que cada grupo de éstos compuestos esta
relacionado con actividades bioldgicas especificas. Partiendo de los resultados
arrojados por los estudios fitoquimicos, se pueden dirigir investigaciones y
estudios adicionales para precisar la actividad biolégica de las especies
estudiadas y sus principios compuestos activos involucrados (Carvajal et al.,
2009).
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JUSTIFICACION

Se sabe que la hipertensién constituye un problema de salud a escala mundial por
sus complicaciones que pueden llegar a ser graves, incluso, mortales y por su
elevada trascendencia sanitaria, econdmica y social, siendo la causa mas
importante de enfermedades cardiovasculares y de accidentes cerebrovasculares
(ACV). Por lo tanto, el uso de plantas medicinales para tratar enfermedades
cronico-degenerativas sigue siendo una de las principales alternativas en nuestro
pais. Ya se ha demostrado que los extractos organicos obtenidos a partir de
corteza y hoja de B. arborea presentan efecto relajante en anillos de aorta aislados
de rata, debido a la presencia de alcaloides de tipo Benzofenantridinas y que
podrian tener un potencial farmacoldgico para el tratamiento de la hipertension.
Por lo anterior, el presente trabajo pretende llevar a cabo el estudio fitoquimico
biodirigido del extracto diclorometanico de corteza de B. arborea (EDBac) y su
evaluacién farmacoldgica en modelos ex vivo de aorta de rata.
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HIPOTESIS

Se aislaran y caracterizaran algunos de los componentes del extracto
diclorometanico de Bocconia arborea de corteza (EDBac), que presentaran
actividad relajante sobre aorta aislada de rata.
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OBJETIVOS

GENERAL

Aislar y caracterizar componentes bioactivos presentes en el EDBac mediante un
estudio fitoquimico biodirigido a través de un modelo ex vivo de aorta aislada de
rata.

ESPECIFICOS

« Evaluar el efecto relajante del EDBac en un modelo ex vivo de aorta aislada
de rata.

« Separar los componentes del EDBac a través de un fraccionamiento en
columna abierta cromatografica.

« Purificar los compuestos obtenidos del fraccionamiento cromatografico.

« Caracterizar los componentes aislados por técnicas espectroscépicas.
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES Y REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron: Cloruro de carbacol, bitartrato de noradrenalina
(NA), NaCl, KCI, KH2P0Os4, MgS0s4 CaCl,, NaHCOs, EDTA y dextrosa. Todos
adquiridos en Sigma-Aldrich Co.

RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal se recolectd en septiembre del 2015 y enero del 2018 en el
poblado de Santa Maria Ahuacatitlan, Cuernavaca, Morelos; a cargo del Dr. Samuel
Enoch Estrada Soto de la Facultad de Farmacia de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (UAEM). Posteriormente, la identificacion taxonémica se llevé a
cabo por la Dra. Irene Perea Arango del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CEIB) de la UAEM. Se realizé la separacion del material vegetal en corteza y hoja,
se sometid a un proceso de limpieza y secado a temperatura ambiente a la
sombra. Una vez que la corteza se encontraba seca, se cortdo en trozos mas
pequefos y posteriormente se fragment6 en un molino manual.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Para la obtencion de los extractos se tomaron 260 g de corteza seca y molida de
la colecta de septiembre del 2015 y 1,570 g de la colecta de enero del 2018.
Ambas colectas se sometieron a un proceso de maceracion exhaustiva con
disolventes orgdnicos en orden creciente de polaridad (Hexano, CH2Cl, y MeOH) y
se les retird el disolvente cada 72 horas; este proceso se hizo por triplicado. El
macerado obtenido, se filtr6 y concentré para ser eliminado del extracto el
disolvente con ayuda de un rotavapor Heidolph G-3, a presion reducida con una
bomba de alto vacio.

FRACCIONAMIENTO PRIMARIO BIODIRIGIDO DEL EDBac

En estudios previos el M. F. Emmanuel Gaona Tovar realiz6 el fraccionamiento
primario del EDBac. Brevemente, el fraccionamiento se hizo utilizando una
columna cromatografica abierta con gel de silice, la cual fue eluida con gradiente
de polaridad de Hex-CH2CI2-MeOH para obtener fracciones de 200 mL. Las
fracciones primarias obtenidas fueron monitoreadas con luz UV onda corta (254
nm y onda larga, también llamada luz negra (365 nm), lo que permitioé reunirlas por
similitud cromatografica. Los grupos de fracciones resultantes fueron etiquetadas
como F-1 a F-7. De las fracciones primarias F1, F3 y F5 precipitaron de manera
espontanea  sélidos cristalinos que fueron caracterizados como
Dihidrosangunarina, Bocconarborina A y Angolina, respectivamente. Como parte
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del presente proyecto de investigacion realizamos la evaluacion de las fracciones
primarias resultantes en el modelo ex vivo de aorta de rata precontraida con NA [1

UM] para establecer el potencial vasorrelajante.

FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
ABIERTA DEL EDBac

La fraccién primaria F4 obtenida del fraccionamiento primario biodirigido del
EDBac se sometio a un fraccionamiento secundario por cromatografia en columna
abierta, utilizando como fase estacionaria gel de silice, con un tamafo de particula
de 0.04-0.063 mm de la marca Merck y como fase mévil una mezcla de Hex,
CH2Cl, y MeOH en orden creciente de polaridad. Una vez recolectadas las
fracciones, se concentraron utilizando un rotavapor Heildoph G-3, a presion
reducida con una bomba de alto vacio y se monitorearon por cromatografia en
capa fina (CCF). Posteriormente, se observaron con lampara de UV onda corta
(254 nm) y onda larga (365 nm), y se revelaron con sulfato sérico o con revelador
de Dragendorff para reunirlas de acuerdo a su similitud cromatografica. Después
de esto, se llevé a cabo la recromatografia de las fracciones obtenidas para
disminuir el nimero de las mismas (por similitud cromatografica), juntar los
precipitados obtenidos y determinar su efecto vasorrelajante ex vivo.

PURIFICACION DE LOS PRECIPITADOS OBTENIDOS

Una vez que se obtuvieron los precipitados de las fracciones, se procedié a
purificarlos, utilizando métodos fisicoquimicos no cromatograficos, como
sedimentacién, decantacion, centrifugacioén, filtracion, precipitacién selectiva,
cristalizacion y particion. Esto de acuerdo a las diferencias que existen entre las
propiedades fisicas de los componentes de una mezcla (punto de ebullicién,
densidad, solubilidad, entre otras) que presentaron los precipitados obtenidos
anteriormente. Para poder monitorear la purificacién de los precipitados, se
recurrié al uso de métodos cromatograficos, especificamente CCF, revelando con
ldmpara de UV (onda corta y onda larga).

También se determiné el punto de fusién como criterio de pureza por medio de un
equipo automatico EZ-MELT, cargando una pequefia cantidad de muestra seca y
pulverizada de los compuestos previamente purificados en tubos capilares
cerrados de un extremo. Posteriormente, los capilares se introdujeron (con su
extremo cerrado en la parte inferior) por el orificio superior de la fuente de
calefaccion y comenzaron a calentarse. A través del visor se observo el
comportamiento de las muestras, se registré la temperatura a la cual comenzaron
a aparecer las primeras gotas liquidas y la temperatura a la cual se funden
completamente, esto para obtener el intervalo del punto de fusion.
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ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

La identificacion estructural se realiz6 en aquellos compuestos obtenidos de la
purificacion por precipitacion con distintos disolventes que mostraron estar puros,
esto a través del monitoreo por CCF y el punto de fusién. Sin embargo, también se
tomaron en cuenta las cantidades obtenidas de cada compuesto, ya que, para
algunos, las cantidades resultaron ser insignificantes para poder determinar su
estructura.

La identificacion de las estructuras de los compuestos seleccionados se llevo a
cabo utilizando técnicas espectroscopicas como Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) "Hy 3C en 1D y 2D.

EVALUACION FARMACOLOGICA DE LAS FRACCIONES Y DE LOS COMPUESTOS
PUROS

ANIMALES

Los animales utilizados fueron ratas de la cepa macho, las cuales se mantuvieron
en condiciones de bioterio. La investigacion se realiz6 con las especificaciones
establecidas por la NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

OBTENCION DE LA AORTA DE RATA

Para obtener el tejido (anillos de aorta), los animales se sacrificaron en una
camara saturada con éter etilico. Posteriormente, se les realizé la diseccién
abdominal toracica. Una vez que se extrajo el tejido de interés, se colocé en
solucion fisiolégica de Ringer-Krebs a 37°C, esto para mantener las condiciones
fisiologicas. Para su limpieza, se le retiré la mayor cantidad de tejido conectivo,
evitando dafar el tejido endotelial. Ya que estuvieron limpios, se cortaron en
segmentos de aproximadamente 3 a 5 mm.

Cuando fue necesario retirar el tejido endotelial, se hizo de manera mecanica.
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Created in BioRender.com bio

Figura 7. Esquema general de la diseccion y obtencién de aorta de rata. Creado con
BioRender.com

SISTEMA DE DETERMINACION DEL EFECTO VASORRELAJANTE, REGISTRO DE
DATOS

La determinacién del efecto vasorrelajante se hizo en el modelo ex vivo, que
consta de camaras de incubacién con las siguientes condiciones fisioldgicas:
soluciéon Ringer-Krebs a temperatura constante de 37°C, a pH de 7.4 y con
burbujeo constante de gas carbégeno (02/C02, 95:5%), en las cuales se colocaron
los anillos de aorta previamente limpios y cortados, cada anillo se encuentra
sujetado con un gancho de metal, de un extremo al fondo de la camara y del otro
extremo a un transductor de fuerza grass modelo FT 03, que es el encargado de
emitir los registros y enviarlos a un poligrafo BIOPAC systems UIM 100 C.

EVALUACION DEL EFECTO VASORRELAJANTE

La evaluacién del efecto consta de 3 etapas: estabilizacion, sensibilizacion y
evaluaciéon. Una vez que los anillos de aorta se colocaron en las camaras de
incubacion con las especificaciones antes mencionadas y fueron sometidos a
tension basal de 3 g de fuerza, comenzé la etapa de estabilizacion, que durd 30
minutos aproximadamente y comprendio una serie de ajustes de la tension basal
ejercida al tejido. En la siguiente etapa, la sensibilizacion, el tejido se sometidé a
tres contracciones de 15 minutos aproximadamente con NA [0.1 pM] a intervalos
de 30 minutos, al final de la Ultima contraccion se agregd Carbacol [1 pM] con la
funcién de verificar presencia de endotelio en el tejido. Después de cada
contraccion realizada, el tejido se lavé con la solucidn Ringer-Krebs para recuperar
el nivel basal. En la ultima etapa, la evaluacién, los anillos de aorta que estaban
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colocados en las camaras de incubacién, fueron puestos en contacto con las
fracciones del EDBac y con los compuestos puros aislados.

Al finalizar la evaluacién, se construyeron curvas concentracion-respuesta (CCR)
con el programa AcqKnowledge (BIOPAC, INC, USA).

Carbacol Muestra de prueba
TuM

/ l La\rado
MA NA MA
MA
o o -« 0.1y M\"\.\%

Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion
20-30 min 50-60 min 40-50 min

Lavado

Figura 8. Esquema general de la evaluacién del efecto relajante en aorta aislada de rata.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios previos, el M. F. Emmanuel Gaona Tovar (2018) obtuvo tres extractos
(hexanico, diclorometanico y metandlico) via maceracién de la corteza y las hojas
por separado de B. arborea, de los cuales, los extractos diclorometanico y
metandlico presentaron similitud del contenido metabdlico al observarse por CCF.
Adicionalmente, se realiz6 un estudio fitoquimico biodirigido a través de un
fraccionamiento primario en columna abierta del EDBac, resultando 7 fracciones
finales (Tabla 3), lo que permitié la obtencién de 3 compuestos puros que fueron
caracterizados por RMN como: Dihidrosanguinarina, Bocconarborina A y Angolina
(Figura 9); esto a partir de fracciones que precipitaron de forma espontanea y que
posteriormente fueron purificadas por la técnica de par de disolventes. En la Tabla
4, se muestran las fracciones de donde provienen los compuestos purificados y el
peso que se obtuvo de cada uno:

Tabla 3. Fracciones finales obtenidas del fraccionamiento primario en columna abierta del
EDBac.

Tubo Fraccion Peso (g)
F1 1-93 1.1831
F2 94 - 257 7.3013
F3 258 - 308 1.6938
F4 309 - 324 7.3966
F5 325 - 361 1.338
F6 362 — 365 0.3563
F7 360 — 484 7.6212
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O

O

Angolina Q CH,

Dihidrosanguinarina

Bocconarborina A

Figura 9. Estructuras quimicas de los compuestos puros obtenidos del fraccionamiento
primario del EDBac. Creado con Fisher Scientific.
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Tabla 4. Compuestos obtenidos por precipitacién espontanea del fraccionamiento
primario en columna abierta del EDBac.

Tubo Fraccién Nombre del compuesto Peso (mg)
F1 29-93 Dihidrosanguinarina 240.6
F3 232 - 241 Bocconarborina A 260
F5 344 - 360 Angolina 199.4

Con los antecedentes encontrados en la literatura y los resultados reportados por
el M. F. Emmanuel Gaona Tovar (2018) se decidié llevar a cabo un estudio
fitoquimico biodirigido de las 7 fracciones finales del EDBac, con la finalidad de
estudiar las que presentaran mayor efecto vasorrelajante en un modelo ex vivo de
aorta de rata, y asi, aislar e identificar algunos compuestos responsables de la
actividad farmacologica ya descrita.

DETERMINACION DEL EFECTO VASORRELAJANTE DE LAS FRACCIONES
FINALES DEL FRACCIONAMIENTO PRIMARIO DEL EDBAC

Se determiné el efecto vasorrelajante de las 7 fracciones finales obtenidas del
fraccionamiento primario del EDBac, evaluandose en el modelo ex vivo de aorta de

rata a una concentracion de [256 [g/mL], esto con la finalidad de seleccionar la

fraccion con mayor efecto relajante para posteriormente llevar a cabo el
fraccionamiento secundario.

Las 7 fracciones se evaluaron en anillos de aorta de rata con endotelio y sin
endotelio; tomando en cuenta que el endotelio vascular forma la superficie interna
de los vasos sanguineos y que libera una gran variedad de sustancias, incluyendo
sustancias vasoactivas que regulan el tono vascular, la presién sanguinea y el flujo
sanguineo local (Carvajal, C., 2017).
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Figura 10. Evaluacion del efecto vasorrelajante de las fracciones finales del
fraccionamiento primario del EDBac sobre anillos de aorta aislada de rata en presencia y
ausencia de endotelio.
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En la Figura 10 podemos observar que las fracciones que presentaron mayor
efecto vasorrelajante fueron la F4, F5y F6. Sin embargo, otro criterio importante a
considerar fue la cantidad, en gramos, que se tenia de cada fraccién. En este
sentido, se eligié la F4 (7.3966 g), al ser una de las mas activas y con mayor
rendimiento para seguir con el estudio biodirigido de la misma a través de un
fraccionamiento secundario por columna abierta. Es importante destacar que, de
la F-3, que result6 medianamente activa se obtuvo Dihidrosanguinarina, de la F5
(que fue las fracciones mas activas) se obtuvo Angolina y de la F7 (que mostré
poca actividad) se aislé Bocconarborina A, respectivamente.
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FRACCIONAMIENTO FITOQUIMICO POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
ABIERTA DE LA FRACCION F4 DEL EDBAC

La fraccion F4 del extracto diclorometanico se sometié al estudio fitoquimico
biodirigido a través de un fraccionamiento secundario en cromatografia en
columna abierta, utilizando 6.3966 g de muestra; usando como fase estacionaria
gel de silice (30 g) y como fase movil los siguientes disolventes: Hexano, CH2Cl, y
MeOH (con proporciones en orden creciente de polaridad), comenzando con un
sistema 90:10 Hexano/CH2Cl; y terminando con un sistema de 100% MeOH. Cada
fraccion se recolecté de 100 mL.

Finalmente se recolectaron 871 fracciones, mismas que se reunieron en un total
de 9 fracciones agrupadas de acuerdo con sus caracteristicas fisicoquimicas y
cromatograficas en capa fina como se observa en la Tabla 5:

Tabla 5. Fracciones finales del Fraccionamiento secundario de la (F IV) del EDBac.

Fracciones de las que Fraccion

provienen final (cédigo) Peso (g)

F1 - F392 F4-1 1.043
F393 - F404 F4-2 5
F407 - F578 F4-3 0.2846
F579 - F580 F4-4 0.1736
F581 — F584 F4-5 0.3922
F585 - F677 F4-6 1.246
F678 — F690 F4-7 0.0853
F691 - F762 F4-8 0.9765
F763 — F871 F4-9 1.253

PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS

De las fracciones secundarias F4-2 y F4-3 y de las F4-5 y F4-6 (Tabla 6)
precipitaron de manera espontanea compuestos cristalinos de diferentes
tonalidades, los cuales fueron purificados a través de dos métodos: precipitacion
selectiva y decantacion. Asi, los precipitados se disolvieron con CH2Clz, se dejaron
reposar hasta que se formé sedimento en el fondo del tubo de ensayo y se
decanté el disolvente; posteriormente, se les agregé Hexano y algunas gotas de
MeOH, se volvieron a dejar reposar y finalmente se volvieron a decantar. Cada
vez que se repitid el procedimiento, los precipitados se monitorearon a través de
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CCF para determinar el grado de pureza, se utilizaron dos sistemas de fase movil

(Hexano:Acetato de etilo, 50:50) y (Hexano:CH2Cl2:MeOH, 50:50:1).

Después de repetir en varias ocasiones el procedimiento descrito, se purificaron 4
compuestos. En la Tabla 6 se especifica de qué fracciones provienen, asi como el

rendimiento obtenido.

Tabla 6. Fracciones de donde provienen los compuestos puros, peso de los compuestos

puros y rendimientos del fraccionamiento secundario de la F4 del EDBac.

Fraccion | Fracciones de las Nombre del Peso (g) | Rendimiento (%)
que proviene compuesto
F4-2 182 - 406 Oxisanguinarina 0.1761 2.75
F4-3 407 - 555
F4-5 579 - 580 Oxiqueleritrina 0.109 1.70
F4-6 581 — 584
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AISLAMIENTO DE OXISANGUINARINA

Su aislamiento se llevé a cabo a partir de las fracciones F4-2 y F4-3 [Hex:CH,Cl
(45:55) y Hex:CH2Cl, (40:60)] y se purific6 mediante una serie de lavados con
CH2Cl,, haciéndose precipitar con Hexano, se dejaron evaporar los disolventes y
asi sucesivamente hasta que se obtuvo un sélido fino grisaceo. Se utilizé6 CCF para
monitorear el grado de purificacién del compuesto. Al observar la placa bajo la luz
UV, presenté en onda corta (254 nm) un color negro tenue y en onda larga (365
nm) un color azul brillante; las bandas que se encuentran en la parte superior se
deben a compuestos minoritarios en el proceso de purificacién. También se
determind el punto de fusion utilizando un equipo automatico EZ-MELT; el cual
llega a un punto maximo de 280° C, el compuesto a esa temperatura no se fundio,
por lo tanto, su punto de fusién es mayor a esa temperatura, tal como lo reportado
por Arellano, 2019 (> 300° C).

Figura 12. Compuesto Figura 11. Cromatografia en capa fina
Oxisanguinarina después del del compuesto Oxisanguinarina. Se
proceso de purificacién. Se observan bandas color negro tenue en
observa un color grisaceo. onda corta (254 nm) y bandas color azul

brillante en onda larga (365 nm). Las
placas se corrieron en fase movil
Hexano:Acetato de etilo:MeOH
(48:48:4).
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AISLAMIENTO DE OXIQUELERITRINA

Su aislamiento se llevé a cabo a partir de las fracciones F4-5y F4-6 [CH2Cl, (100) y
CH2Cl2:MeOH (98:2)] Se purificaron de la misma forma que la Oxisanguinarina, por
medio de lavados con CH2Cl> y precipitacion con Hexano, para posteriormente
dejar evaporar los disolventes hasta obtener un sélido fino blanco-anaranjado.
Durante el monitoreo para rectificar su grado de pureza por cromatografia en capa
fina, al revelar la placa bajo la luz UV en onda corta (254 nm) present6 un color
negro intenso y en onda larga (365 nm) es casi imperceptible. Sin embargo, se
observé un color amarillo tenue en el punto de aplicacion. Complementario a esto,
también se determiné el punto de fusién con el equipo automatico EZ-MELT,
resultando ser mayor a 280° C (> 300° C).

Figura 14. Compuesto Figura 13. Cromatografia en capa fina
Oxiqueleritrina después del del compuesto Oxiqueleritrina. Se
proceso de purificacién. Se observan bandas color negro intenso en
observa un color blanco- onda corta (254 nm) y bandas casi
anaranjado. imperceptibles en onda larga (365 nm).

Las placas se corrieron en fase movil

Hexano:Acetato de etilo:MeOH

(48:48:4).
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ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE OXISANGUINARINA

Para poder determinar que el compuesto puro de la F4-2 y F4-3 se trataba de
Oxisanguinarina, se utilizaron técnicas espectroscopicas de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) 'H *Cen 1Dy 2D.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR H

En la literatura se encuentran reportados los desplazamientos quimicos de 'H para
Oxisanguinarina (Arellano, 2019). Por lo tanto, los desplazamientos quimicos
obtenidos se compararon con los descritos previamente.

Tabla 7. Desplazamientos quimicos obtenidos de RMN de 'H 600 MHz de
Oxisanguinarina.

H Desplazamiento (3) H Desplazamiento (5)
Experimental Arellano, 2019

H-12 7.97 (d, 1H, J = 7.8 Hz) H-12 7.98 (d, TH, J = 9.3 Hz)

H-11 7.53 (d, 1H, J = 8 Hz) H-11 7.54 (d, 1H, J = 8.7 Hz)

H-10 7.76 (d, 1H, J = 7.8 Hz) H-10 7.76 (d, TH, J = 9.0 Hz)

H-9 7.24 (d, TH, J =9 Hz) H-9 7.25(d, 1H, J = 9.3 Hz)

H-4 7.56 (s, TH) H-4 7.56 (s, TH)

H-1 7.16 (s, TH) H-1 7.16 (s, TH)
OCH,0 6.27 (s, 2H) OCH,0 6.28 (s, 2H)
OCH,0 6.10 (s, 2H) OCH,0 6.10 (s, 2H)
N-CHa 3.91 (s, 3H) N-CHs 3.91 (s, 3H)

En el espectro de RMN de 'H 600 MHz se observa un patréon de sefales
caracteristicas de compuestos de tipo Benzofenantrdinas; en la tabla 7, se
resumen de forma concreta las sefiales identificadas. En la regiéon de
radiofrecuencia baja (entre 7 y 8 ppm) se observan las sefiales dobles de los
grupos aromaticos que pertenecen a los protones H-12 (5 7.97), H-11 (8 7.53), H-
10 (8 7.76) y H-9 (6 7.24). En la misma regién, de los grupos aromaticos, se
observan dos sefales simples que corresponden a los protones H-4 (5 7.56) y H-1
(8 7.16). También se observan dos sefiales simples en § 6.27 y 6 6.10 que
corresponden a los dos grupos dioximetileno (OCH20) Finalmente, en la region de
radiofrecuencia alta, se observa una senal simple en & 3.91 que pertenece al
proton del metilo unido a un nitrégeno (N-CHs).
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Figura 15. Protones determinados en Oxisanguinarina, a través de la RMN de "H.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR '3C

La determinacién y asignacion de los carbonos de Oxisanguinarina se hizo por
RMN 600 MHz. En la Tabla 8 se describen los desplazamientos quimicos
obtenidos del espectro de '3C 150 MHz para Oxisanguinarina:
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos obtenidos de RMN de

Oxisanguinarina.

3C Desplazamiento (8)
C-12 118.6
C-12a 121.1
C-11 123.5
C10 115.4
C-10a 128.7
C-10b 117.2
C-9 113.1
C-8 147.6
C-7 147.7
C-6 162.6
C-6a 110.8
C-4 102.4
C-4a 131.8
C-4b 135.5
C-3 147.5
C-2 1471
C1 104.6
0OCH-0 102.8
OCH,0 101.2
N-CH;3 40.8

8C 150 MHz de

Figura 16. Carbonos determinados en Oxisanguinarina, a través de la RMN de *C.
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RMN 2D. COSY (COrrelations SpectroscopY)

Se utilizé el método COSY para encontrar las relaciones homonucleares a un
enlace de distancia ("H-"H). En la Tabla 9 se muestran las interacciones obtenidas
en el espectro COSY:

Tabla 9. Interacciones observadas ('H-'H) en el espectro COSY.

H (9) H (3)
(H-9) 7.24 (H-10)7.76
(H-11)7.53 (H-12) 7.97

H 7978ppm
7.533 ppm

7.7671 ppm H 0
H
O

7.243 ppm

Figura 17. Interacciones observadas ('H-'H) en Oxisanguinarina, a través del espectro
COSY.

Como se puede observar en la Tabla 9 y en la Figura 17, existen dos interacciones
proton - protén en la molécula, entre el H-9 (5§ 7.24) y el H-10 (§ 7.76); y entre el H-
11 (8 7.53) y el H-12 (8 7.97). Con este andlisis se confirma la determinacion de
Oxisanguinarina, ya que son las unicas dos interacciones proton - proton a un
enlace de distancia que se pueden observar en la molécula.
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RMN 2D. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

El método HSQC se llevé a cabo para determinar las correlaciones entre dos tipos
diferentes de nucleos a un enlace de distancia ('H-'3C). En la Tabla 10 se
presentan las correlaciones obtenidas en el espectro HSQC:

Tabla 10. Correlaciones observadas ('H-'3C) en el espectro HSQC.

H () HSQC (3)
Carbonos con los que se correlacionan
(H-12) 7.97 (C-12) 118.6
(H-11) 7.53 (C-11) 123.5
(H-10) 7.76 (C-10) 115.4
(H9) 7.24 (C-9) 113.1
(H-4) 7.56 (C-4) 102.4
(H-1) 7.16 (C-1) 104.6
(OCH»0) 6.27 102.8
(OCH20) 6.10 101.2
(N-CHs) 3.91 (N-CHs) 40.8
H:7.978 ppm H:7.16 ppm
C:118.68 ppm C:104.69 ppm
H:7.533 ppm H H

C:123.53 ppm

H:7.761 ppm
C:11543 ppm

H
H:6.10 ppm

(@) H C:101.21 ppm

H:7.243 ppm H
C:113.18 ppm

H H:7.569 ppm
C:102.49 ppm

0O H
H:3.91 ppm
C:40.82 ppm
@) @)
H H
H:6.27 ppm
C:102.87 ppm

Figura 18. Correlaciones observadas ('H-'3C) en Oxisanguinarina, a través del espectro
HSQC.
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El analisis del método HSQC ofrece un enfoque informativo muy importante para
la asignacién de sefiales que se hizo anteriormente en los espectros RMN de 'Hy
de '3C, por lo tanto, se confirmé que la asignacion de protones y de carbonos fue
acertada, ademas de que la correlacion entre THy 3C a un enlace de distancia si
pertenece a Oxisanguinarina.

RMN 2D. HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

Se utilizé el método HMBC para determinar las correlaciones entre protones y
carbonos que estan separados por dos o tres enlaces de distancia ("H-'3C). En la
Tabla 11 se presentan las correlaciones obtenidas en el espectro HMBC:

Tabla 11. Correlaciones observadas ("H-'3C) en el espectro HMBC.

H () HMBC ()
Carbonos con los que se correlacionan

OCH20 6.10 (C-7)147.7
OCH.0 6.27 (C-3)147.5

H-12 7.97 (C-10a) 128.7, (C-4a) 131.8, (C-4b) 135.5

H-11 7.53 (C-1) 104.6, (C-10b) 117.2, (C-12a) 121.1

H-10 7.76 (C-6a) 110.8, (C-10b) 117.2, (C-7) 147.7
H9 724 (C-10a) 128.7,(C-7) 147.7

H-4 7.56 (C-4a) 131.8, (C-4b) 135.5, (C-3) 147.5

H-1 7.16 (C-12a) 121.1,(C11) 123.5,(C3) 147.5
N-CHz 3.91 (C4) 102.4, (C4b) 135.5, (C6) 162.6
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C-123.53 ppm C:12113 ppm
H l O C:101.21 ppm
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C:117.28 ppm C:147 .52 ppm H
c:113.18ppm H ~ -l
| O H

TR 12878 ppm C:131.82 ppm

C:147.64ppm o
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\CH3

o C:110.87 ppm
l C:135.55 ppm
O O C:40.82 ppm
C:147 75 ppm
H C:162.68 ppmn

C:102.87 ppm

Figura 19. Correlaciones observadas ('H-"3C) en Oxisanguinarina, a través del espectro
HMBC.

Finalmente, con el andlisis de HMBC, que da informacion de las correlaciones ('H-
13C) a varios enlaces de distancia, se corrobora que la asignacion de protones y
carbonos fue acertada, las interacciones y correlaciones fueron las que pertenecen
a la molécula Oxisanguinarina.

ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE OXIQUELERITRINA

Para poder determinar que el compuesto puro de la F4-5 y F4-6 se trataba de
oxiqueleritrina, se utilizaron técnicas espectroscopicas, como Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) de "Hy 3C; para complementar la informacién también
se realizaron experimentos de RMN de 1Dy 2D.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR H

En la literatura no se encontré reportada la caracterizacion del compuesto
Oxiqueleritrina, sin embargo, con base en los desplazamientos obtenidos
Oxisanguinarina, y algunos compuestos reportados y caracterizados, como 6-
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Metoxidihidroqueleritrina, ademas de analizar los compuestos de tipo
Benzofenantridinas reportados por Xuelong Yu et al., 2014; se determind que el
compuesto aislado y purificado y caracterizado se trataba de Oxiqueleritrina, por lo
tanto, en la Tabla 12 se muestran los desplazamientos quimicos de H:

Tabla 12. Desplazamientos quimicos obtenidos de RMN de 'H 600 MHZ de
Oxiqueleritrina.

H Desplazamiento (3)
Experimental
H-12 7.31(d, 1H, J = 7.8 Hz)
H-11 7.73 (d, 1H, J = 8 Hz)
H-10 6.79 (d, TH, J = 7.8 Hz)
H-9 6.54 (d, TH, J = 9 Hz)
H-4 7.19 (s, TH)
H-1 7.08 (s, TH)
OCH,0 6.08 (s, 2H)
OCHs 3.92 (s, 3H)
OCHs 3.89 (s, 3H)
N-CHs 2.99 (s, 3H)

En el espectro de RMN de 'H 600 MHz se observa el patrén de sefales
caracteristicas de compuestos de tipo Benzofenantridinas. En la regién de
radiofrecuencia baja (entre 7 y 8 ppm) se observan las sefales dobles de los
grupos aromaticos que pertenecen a los protones H-12 (6 7.31), H-11 (8 7.73), H-
10 (6 6.79) y H-9 (5§ 6.54). En la misma regién, de los grupos aromaticos, se
observan dos sefales simples que corresponden a los protones H-4 (5 7.19) y H-1
(8 7.08). Para este compuesto, sélo se observa una sefial simple en 6.08 5ppm que
corresponde al Unico grupo dioximetileno (OCH20) presente en la estructura. En la
region de radiofrecuencia alta, se observan dos sefiales simples en & 3.92y 6 3.89
que corresponden a los grupos metoxilos (OCH3s). Finalmente aparece una sefial
simple también en la region de radiofrecuencia alta, con un desplazamiento de §
2.99 que pertenece al proton del metilo unido a un nitrégeno (N-CHs).
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Figura 20. Protones determinados en Oxiqueleritrina, a través de la RMN de "H.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR '3C

La determinacion y asignacion de los carbonos de Oxiqueleritrina se hizo por RMN
600 MHz. En la Tabla 13 se describen los desplazamientos quimicos obtenidos
del espectro de '3C 150 MHz para Oxiqueleritrina:
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Tabla 13. Desplazamientos quimicos obtenidos de RMN de C 150 MHz de
Oxiqueleritrina.

8C Desplazamiento (5)
C-12 127.1
C-122 128.7
C-11 127.4
C10 125.2
Cc-10° 118. 6
C-10b 133.3

C9 104.2

C-8 135.7

C-7 152.0

C-6 164.4

Cc-62 146.6

C4 106.6
C-42 131.2
C-4b 135.6
C-3 149.3

C2 148.1
C-1 99.3

OCH,0 101.2
OCH3s 55.5
OCHs 61.3
N-CH3 33.0

H,C

Figura 21. Carbonos determinados en Oxiqueleritrina, a través de la RMN de "3C.
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RMN 2D. COSY (COrrelations SpectroscopY)

Se utilizé el método COSY para encontrar las relaciones homonucleares a un
enlace de distancia ('H-'H). En la Tabla 14 se muestran las interacciones
obtenidas en el espectro COSY:

Tabla 14. Interacciones observadas ("H-"H) en el espectro COSY.

'H (3) 'H (3)
(H-9) 6.54 (H-10) 6.79
(H-11)7.73 (H-12) 7.31

H 7.31ppm

773 ppm

6.79 ppm H

7

Figura 22. Interacciones observadas ('H-'H) en Oxiqueleritrina, a través del espectro
COSY.

Como se puede observar en la Tabla 14 y en la Figura 22, existen dos
interacciones proton - protén en la molécula. Una entre el H-9 (5 6.54) y el H-10 (3
6.79); y otra entre el H-11 (5§ 7.73) y el H-12 (8 7.31). Con esto analisis se confirma
la determinacién de Oxiqueleritrina, ya que son las unicas dos interacciones proton
— protdn a un enlace de distancia que se pueden observar en la molécula.
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RMN 2D. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

El método HSQC se llevé a cabo para determinar las correlaciones entre dos tipos
diferentes de nicleos a un enlace de distancia ('H-'3C). En la Tabla 15 se

presentan las correlaciones obtenidas en el espectro HSQC:

Tabla 15. Correlaciones observadas ('H-'3C) en el espectro HSQC.

H () HSQC (3)
Carbonos con los que se correlacionan
(H-12) 7.31 (C-12) 127.1
(H-11) 7.73 (C-11) 127.4
(H-10) 6.79 (C-10) 125.2
(H-9) 6.54 (C-9) 104.2
(H-4) 7.19 (C-4) 106.6
(H-1) 7.08 (C-1) 99.3
(OCH20) 6.08 (OCH20) 101.2
(OCHs) 3.92 (OCHs) 55.5
(OCHs) 3.89 (OCHs) 61.3
(N-CH3) 2.99 (N-CHs) 33.0
cztfion LR
H H
H:7.73ppm
C:127.41 ppm
H:&.7%ppm H O

12525 ppm H

>vH
H:6.08 ppm

H:6.54 ppm
O H c:1e120ppm

G 10427 ppm
H:7.1%ppm
HSC N\ C:106.85ppm
H:3.92ppm O CHS
C:55.57ppm H:2.88 ppm
C:33.01 ppm
H,C
H:3.8%ppm
C:81.33ppm

Figura 23. Correlaciones observadas ('H-'3C) en Oxiqueleritrina, a través del espectro
HSQC.
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RMN 2D. HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

Se utilizé el método HMBC para determinar las correlaciones entre protones y
carbonos que estan separados por dos o tres enlaces de distancia ("H-'3C). En la
Tabla 16 se presentan las correlaciones obtenidas en el espectro HMBC:

Tabla 16. Correlaciones observadas ("H-'3C) en el espectro HMBC.

H (8) HMBC (3)
Carbonos con los que se correlacionan
q

(OCH20) 6.08 (C-2) 148.1

(OCH3) 3.92 (C-8) 135.7

(OCH3) 3.89 (C-7)152.0
(H-12) 7.31 (C-4a) 131.2
(H-11) 7.73 (C-12a) 128.7, (C-10b) 133.3
(H-10) 6.79 (C-6a) 146.6, (C-8) 135.7

(H-9) 6.54 (C-10a) 118.6, (C-8) 135.7
(H-4) 7.19 (C-2) 148.1,(C-12a) 128.7
(H-1) 7.08 (C-2) 148.1,(C-4a) 131.2
(N-CH3) 2.99 (C-4b) 135.6, (C-6) 164.4

C:127.11 ppm C:998.38 ppm

H H

C:127.41 ppm

H

C:148.11 ppm

/ @) /0:101.20 ppm

C:128.73 ppm
C:12525 ppm

C:133.37 ppm

C: 10427 ppm H
el H
C:149.31 ppm
C:135.74 ppm \
H C C:1068.85 ppm
YN '
O : s C:135.82 ppm
C:55.57 ppm / \
C:152.05 ppm C:33.01 ppm
/O O C:184.46 ppm
H,C
C:561.33 ppm

Figura 24. Correlaciones observadas ('H-'3C) en Oxiqueleritrina, a través del espectro
HMBC.



Aislamiento y caracterizacidn de Benzofenantridinas con potencial antihipertensivo a 54
partir de Bocconia arborea

Con el analisis obtenido de HMBC, que aporta informacién de las correlaciones
("H-"3C) a varios enlaces de distancia, se corrobora que la asignacion de protones
y carbonos fue acertada, las interacciones y correlaciones fueron las que
pertenecen a la molécula Oxiqueleritrina.

RMN 2D. DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

Se utilizo con el objetivo de obtener una serie de diagramas a partir de un espectro
de carbono '3C, en donde, por separado, se trazan sefiales correspondientes a los
grupos metilo (CHs), metileno (CH2) y metino (CH). En la Tabla 17 se presentan los
resultados obtenidos:

Tabla 17. Sefiales correspondientes a los grupos metilo, metileno y metino presentes en
Oxiqueleritrina, observadas a través del espectro DEPT.

DEPT
164.46 C=0
127.41 CH
127.11 CH
125.25 CH
104.27 CH
106.65 CH
101.20 CH2

99.38 CH

61.33 OCHs
55.57 OCHs
33.01 NCHs

Figura 25. Representacion general de los compuestos obtenidos a partir del EDBa
de los dos fraccionamientos (primario y secundario) y de las fracciones que
provienen:
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F7

Dihidrosanguinarina .
9 Angolina

Bocconarborina A

F4-1 F4-2 F4-3 F4-4 F4-5 F4-6 F4-7 F4-8  F4-9

Oxisanguinarina Oxiqueleritrina
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DETERMINACION DEL EFECTO VASORRELAJANTE DE LOS COMPUESTOS PUROS
OBTENIDOS DEL FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DEL EDBAC

Una vez que se determind la estructura de los dos compuestos obtenidos del
fraccionamiento secundario de la fraccién F4 del EDBac, se procedid a realizar la
evaluacién farmacolégica de los compuestos puros (Dihidrosanguinarina,
Bocconarborina A, Angolina, Oxisanguinarina y Oxiqueleritrina) en un modelo ex
vivo de anillos de aorta de rata.

Lo anterior con base en lo descrito en la literatura; los alcaloides de la tribu
Boconiae (Papaveraceae) presentan distintas actividades bioldgicas, entre ellas,
efectos en el sistema cardiovascular (Yu, X et al., 2014). Por lo tanto, se
construyeron curvas concentracion respuesta de cada compuesto puro en
presencia y ausencia de endotelio, a una concentracién de [50 uM] (Figura 26).

©
o
1

Angolina e+
Angolina e-

(=2]
o
1
|

Dihidrosanguinarina e+
Dihidrosanguinarina e-
Boconarborina A e+

% Relajacion
H
o
1

Boconarborina A e-

N
o
1

Oxisanguinarina e+

Oxisanguinarina e-
Oxiqueleritrina e+

o
L
—
- -
SR REEN

Oxiqueleritrina e-

Figura 26. Evaluacion del efecto relajante de los compuestos puros (Angolina,
Dihidrosanguinarina, Bocconarborina A, Oxisanguinarina y Oxiqueleritrina) sobre anillos
de aorta aislados de rata, en presencia y ausencia de endotelio.
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Como se puede observar en la Figura 26, el compuesto puro que presenté mayor
actividad (efecto relajante) fue Angolina, con mds del 60% de efecto relajante en
presencia de endotelio, en comparacién con los demas compuestos que
presentaron valores por debajo del 20%. Por lo tanto, el efecto vasorrelajante esta
relacionado con la estructura quimica de las Benzofenantridinas, ya que este tipo
de compuestos comparten la estructura general que es la unién de cuatro anillos
aromaticos (A, B, C, D) y el &tomo de nitrégeno en la posicién 5. Sin embargo, se
pueden tener diversas combinaciones de sustituyentes en las posiciones 2, 3, 7, 8,
9,10 y 12 con grupos metoxilo, metilendioxixilo e hidroxilo.

Posterior a un analisis cualitativo de relacion estructura-actividad entre los
compuestos caracterizados y evaluados, podemos establecer que las
Benzofenantridinas que contienen grupos metoxilos en los anillos Cy D como la
Angolina, conservan el efecto vasorrelajante (como el que muestra el extracto). Sin
embargo, si los anillos C y D contienen grupos carbonilo o metilendioxi, la
actividad disminuye drasticamente como sucede con el resto de compuestos
caracterizados en este estudio. Es necesario obtener mas compuestos de este
tipo para hacer un estudio exhaustivo de los requerimientos estructurales para
conocer la forma en que la actividad se conserve o aumente. También podrian
utilizarse los metabolitos secundarios aislados previamente y que fueron descritos
en la literatura para esta especie o para otras, y asi, realizar un estudio tedérico con
un mayor numero de compuestos.
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CONCLUSIONES

Se realiz6 un estudio fitoquimico biodirigido del EDBac, especificamente de
la F4 obtenida del fraccionamiento primario del mismo, a través de un
fraccionamiento secundario en cromatografia en columna abierta,
resultando 7 fracciones finales. De las fracciones F4-2 Y F4-3 se aislé y
caracteriz6 el compuesto de tipo alcaloide Oxisanguinarina; y de las
fracciones F4-5y F4-6 se aisl6 y caracterizé el compuesto Oxiqueleritrina.

Se evalud el efecto vasorrelajante de los compuestos alcaloides puros
aislados del EDBac (Angolina, Dihidrosanguinarina, Bocconarborina A,
Oxisanguinarina y Oxiqueleritrina) en un modelo ex vivo de aorta aislada de
rata. Siendo Angolina quién presentd mayor efecto relajante, mas del 60%,
en comparaciéon con los demas compuestos que presentaron valores por
debajo del 20%.

Los compuestos de tipo Benzofenantridinas que contienen grupos
metoxilos en los anillos C y D, conservan el efecto vasorrelajante que
muestra el extracto; y en los compuestos de tipo Benzofenantridinas que
presentan grupos carbonilo o metilendioxi en los anillos C y D la actividad
vasorrelajante disminuye drasticamente.
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PERSPECTIVAS

Obtener mas compuestos de tipo Benzofenantridinas de la especie B.
arborea para hacer un estudio exhaustivo de los requerimientos
estructurales y conocer la forma en que la actividad vasorrelajante se
conserve o aumente.

Realizar un estudio tedrico de relacion estructura-actividad con un mayor
namero de compuestos; los aislados previamente y los que ya fueron
descritos en la literatura para esta y otras especies.

Evaluar los compuestos aislados del EDBac en otras actividades
medicinales ya descritas en la literatura.
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